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Verwenduna von MRP4- Inhibit or en zur Behandltma und/oder 
Prophylaxe kardiovaskularer Erkrankunaen 



Die vorliegende Erfihdung betrifft die Verwendung von 
Inhibitoren des Multidrug. -rResistenzproteins 4 (MRP4) in 
i Thrombozyten zur Behandlung . und/oder Prophylaxe 

kardiovaskularer Erkrankungen. 

Die Behandlung. kardiovaskularer Erkrankungen, wie Herzinfarkt, 
Schlaganfali und anderen arteriellen Gef aSverschliissen sowie 
der Primar- und Sekundarprophylaxe thromboembolischer 
Komplikationen erfolgt in der Praxis nach unterschiedlichen 
Ansatzen. Beispielsweise bei der Behandlung des akuten 
koronaren . Syndroms mit GPIIb/IIIa-Blockern. Die 

Langzeittherapie mit oralen Throntbozyten-Aggregationshemmern 
hat eine wesentliche Bedeutung bei der Behandlung von 
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Patienten mit Arteriosklerose sowohl im Rahmen der Sekundar- 
als auch der Primar- Prevention. Insbesondere zu erwahnen ist 
die Therapie mit dem Cyclooxygenasehemmer Acetylsalicylsaure 
(ASS) . Die Therapie mit sogenannten ADP-Rezeptor-Antagonisten 
hat zunehmenden Eingang in die medizinische Praxis gefunden. 
Der Plattchenaktivator ADP wird beispielsweise von aktivierten 
Plattchen und roten Blutkorperchen freigesetzt. Er induziert 
die weitere Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten . ADP- 
Rezeptor-Antagonisten, wie z.B. Clopidogrel oder nicht- 
steroidale Antiphlogistika (NSAD) wie Diclofenac oder 
Ibuprofen, hemmen die nach Aktivierung von Plattchen 
• normalerweise einsetzende ADP-Freisetzung bzw. die Bindung von 
ADP an dessen Rezeptor auf Thrombozyten und damit die ADP- 
induzierte Plattchenaggregation. Unerwunschte Wirkungen, wie 
gastrointestinale Nebenwirkungen (z.B. Durchfall, Ubelkeit und 
Erbrechen) , schwere gastrointestinale Blutungen, Neutropenien 
oder Thrombozytopenien, die bei einigen ADP-Rezeptor- 
Antagonisten beobachtet werden, verlangen nach altemativen 
Behandlungss trategien . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, alternative 
Arzneimittel zur Primar- und Sekundarprophylaxe 

thromboembolischer Komplikationen, insbesondere von 

Herzinfarkt, Schlaganfall und anderen arteriellen 

GefaBverschlussen, bzw. zur allgemeinen Behandlung 

kardiovaskularer Erkrankungen bexeitzustellen. 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaS durch die Verwendung von 
Inhibitoren des Multidrug-Resistenzproteins 4 (MRP4) gelost. 



Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde uberraschenderweise 
festgestellt, dass in humanen Plattchen MRP4 (auch als ABC- 
Pumpe oder ABC -Transporter ABCC4 bezeichnet) exprimiert wird 
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und sowohl auf cier extrazellularen Membran, als auch 
intrazellular in Granula lokalisiert ist. Transportproteine, 
die die Akkumulation von ADP in den Granula vermitteln, sind 
bislang nicht bekannt. MRP4 wurde nunmehr als Transporter fur 
ADP identif iziert . 

Da in delta-Granula gespeichertes ADP eine zentrale Rolle bei 
der Selbstverstarkung der Plattchenaktivierung spielt, stellt 
die Inhibierung des MRP4-Transporterproteins einen neuen 
Ansatz zur Behandlung der vorgenannten Erkrankungen dar. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher die Verwendung 
eines oder mehrerer Inhibitpren des Multidrug- 
Resistenzproteins 4 (MRP4) in Thrombozyten zur Herstellung 
eines pharmazeutischen Praparats zur Behandlung und/oder 
Prophylaxe kardiovaskularer - Erkraxikungen . Dies schlieSt die 
Therapie, Primarprophylaxe und/oder Sekundarprophylaxe von 
akutem Coronar syndrom, Angina Pectoris, Herzinfarkt, 
Schlaganfall oder peripherer arterieller VerschluEkrankheit , 
sowie vor, wahrend und nach Stent -Implantation in GefaSe, ein. 

Als MRP4-Inhibitoren werden erf indungsgemafi z.B. Peptide, 
Peptidanaloga, Peptidomimetika und Cyclooxygenase- Irihibitoren, 
vor allem nicht -steroidale, antiinf lammatorische Wirkstoffe, 
vorgeschlagen, die entweder direkt als Wirkstoff appliziert 
werden, oder als sogenannte Prodrug", aus der der Wirkstof£ 
durch den korpereigenen Stoffwechsel entsteht. Ein anderer in 
Frage kommender Wirkstoff ist beispielsweise Dipyridamol. 

Die Erkenntnis, dass MRP4 als ADP-Transporterprotein in 
Granula humaner Thrombozyten fungi ert, karm nunmehr genutzt 
werden, vim nach weiteren Wirkstoff en zu suchen. 
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Gegenstand der Erf indung ist " daher auch ein Verfahren zur 
Identif izierung einer Substanz, die das ADP- Transport erprot ein 
MRP4 in Thrombozyten hemmt - d.h. eines Wirkstoffs zur 
Behandlung der vor genannt en Erkrankungen - bei dem man 

a) die zu untersuchende Substanz mit Thrombozyten in Kontakt 
bringt, einen Thrombozyten- Aktivator zugibt und man die 
Veranderung der Konzentration eines Aktivierungsmarkers im 
Vergleich zu aktivierten Thrombozyten mi£t, die nicht mit 
der zu untersuchenden Substanz in Kontakt gebracht werden, 
und man 

b) in MRP4-enthaltenden Membran-Vesikeln oder Granula, die 
man ebenf alls mit der zu untersuchenden Substanz ' in 
Kontakt bringt, die Veranderung der Radioaktivitat von 
auf genommenem [ 3 H] cAMP oder [ 3 H] cGMP oder markiertem ADP 
im Vergleich zu Membran-Vesikeln oder Granula mi£t, die 
nicht mit der zu untersuchenden Substanz in Kontakt 
gebracht werden, 

wobei die Substanz das ADP-Transporterprotein MRP 4 in 
Thrombozyten hemmt, wenn die" Substanz in a) und b) jeweils zu 
einer Verminderung des bestimmten MeSwerts f uhrt • Die 
vo r genannt en Best immungen xinter a) und b) konnen 
selbstverstandlich in beliebiger Reihenfolge durchgefuhrt 
werden. Zum initial en Screening kann auch die unter b) 
genannt e Bestimmung ztinachst alleine ausgefuhrt werden. 

Ferner kann die Substanz zur weiteren Untersuchung ihrer 
Wirksamkeit in einem Schritt 

c) einem Versuchstier oder einem Probanden verabreicht 
werden, wobei man den ADP-Gehalt der Thrombozyten des 
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Versuchstiers oder des Probanden vor und nach 
Verabreichung der Substanz bestimmt. 

Ein nach. der bzw. durch die Behandlung abnelimender ADP-Gehalt 
weist auf eine MRP4 -hemmende Wirkung der untersuchten Substanz 
hin. 

Unter einer Substanz, die das ADP-Transporterprotein in 
Thrombozyten hemmt wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
eine Substanz verstanden, die geeignet ist, die ADP- 
Anreicherung in Granula zu vermindern, d.h. ganz oder 
teilweise zu blockieren. Dabei sind diese Substanzen nicht auf 
Stoffe mit einem bestimmten Wirkmechanismus beschrankt. Bei 
den Substanzen kaim es sich um organisch-chemische 
Verbindungen ebenso wie um Oligopeptide oder Antikorper 
handeln. 

Unter dem Begriff „Multidrug-Resistenzprotein 4 (MRP4) u wird 
im Stand der Technik das humane MRP 4 - Genprodukt und dessen 
verschiedene Isoformen verstanden, ebenso wie Analoga, 
Homologe und Orthologe in anderen Spezies . Diese sollen auch 
erf indungsgemafi eingeschlossen sein. Das humane Gen, das fur 
MRP4 kodiert, wurde zunachst teilweise kloniert und ist auf 
Chromosom 13 zu finden (GenBank Zugangsnummer U83 660, Kool et 
al., Cancer Res. 57 (1997) 3537-3547). 

Zur Durchfuhrung des Verfahrens zur Identif izierung von MRP4- 
Inhibitoren konnen daher auch Thrombozyten aus nicht -humanen 
Quellen, wie z.B. Mause, Ratten, Kaninchen, Primaten, 
transgene Tiere, Knock-out Tiere, verwendet we r den. Die so 
identif izierten Wirkstoffe sollten vorzugsweise anschlieSend 
hinsichtlich ihrer Wirkung an humanen Thrombozyten getestet 
werden. 



6 



Mit der vorliegenden Erfindung wird femer ein Verfahren zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur 
Behandlung und/oder Prophylaxe kardiovaskularer Erkrankungen, 
einschlieSlich der Therapie, Primarprophylaxe und/oder 
Sekundarprophylaxe von akutem Coronar syndrom, Angina Pectoris, 
Herzinfarkt, Schlaganfall oder peripherer arterieller 
VerschluSkrankheit, sowie vor, wahrend land nach Stent - 
Implantation in GefaSe, bereitgestellt , bei dem man ein 
vorgenanntes Verfahren zur Identif izierung von Substanzen, die 
das ADP-Transporterprotein MRP4 in Thrombozyten hemmen, 
durchfuhrt und man die so identif izierten Substanzen mit 
pharmazeutisch akzeptablen Hilfs- und/oder Tragerstof f en 
f ormuliert . 

Die Erfindung betriff t somit die Verwendung einer nach einem 
vorgenannten Verfahren zur Identif izierung einer das ADP- 
Transporterprotein MRP 4 in Thrombozyten hemmenden Substanz zur 
Herstellung eines pharmazeutischen Praparats zur Behandlung 
und/oder Prophylaxe der vorgenannten Erkrankungen. 

Mit der erf indungsgemaS gewonnenen Erkenntnis, dass MRP4 in 
Granula humaner Thrombozyten als ADP- Transporter fungiert, 
werden alternative Protokolle zur Therapie, Primar- und/oder 
Sekundarprophylaxe der zuvor genannten Erkrankungen 
bereitgestellt. Durch Titration der Hemmung der ADP-Aufnahme 
ist eine individuelle Therapies teuerung moglich. Durch 
Bestimmung des ADP-Gehaltes der Thrombozyten ist eine 
individuelle Messung der Wirkung des Medikamentes moglich. 
Dies ist bislang mit den bisherigen Substanzen, z.B. ADP- 
Rezeptor-Antagonisten, nicht moglich. Besteht die 

Notwendigkeit der invasiven Intervention, kann durch die 
Transfusion von Thrombozyten der Medikamentef f ekt 
antagonisiert werden. Dies ist bei GPIIb/IIIa-Antagonisten in 
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der Akutphase nicht ausreichend moglich, ebenso nicht bei den 
derzeitigen ADP-Rezeptor-Antagonisten, da die transfundierten 
Thrombozyten sofort vom Medikament gehemmt werden. 

Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend anhand von 
Beispielen erlautert, ohne jedoch darauf beschrankt zu sein. 

BEISPIELE 

Beispiel 1 

Die Expression und intrazellulare Lokalisierung von MRP4 in 
humanen Plattchen wurde durch Immunblotting und 
Immunf luoreszenzmikroskopie und einen funktionellen Assay 
nachgewiesen. In Immunblots zeigte der MRP4-spezif ische 
Antikorper (Kaninchen) eine starkes Signal bei der erwarteten 
Molekularmasse von etwa 170kDa in Homogenaten isolierter 
Plattchen und wies auf eine 3VIRP4-Anreicherung in 
Membranfraktionen hin, die uber einen Saccharose- 
Dichtegradienten getrennt wurden. 

Die MRP4-Funktion, die mit 3 H-markiertem zykliscliem GMP (cGMP) , 
einem bekannten MRP4-Substrat , nachgewiesen wurde, konnte in 
Fraktionen niedriger Dichte, die die meisteri 

Plasmamembranproteine enthalten, ebenso nachgewiesen werden 
wie in Fraktionen hoherer Dichte , in denen intrazellulare 
Granula vorlagen. 

Immunf luoreszenzmikroskopie von Plattchen mit denselben 
Antikorpern zeigte eine Anreicherung von MRP4 in 
intrazellularen Granula und ein schwaches Signal an der 
Plasmamembran . 
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In doppelten Anf axbungsversuchen unterschieden sich MRP4- 
positive Granula von Granula, die gegenuber P-Selectin, das 
uberwiegend auf Alpha-Granula exprimiert wird, positiv gefarbt 
waren. Die MRP4-positiven Granula zeigten jedoch eine 
Accumulation des Fluoreszenzf arbstof f s Mepacrin, von dem 
bekannt ist, dass er in Delta-Granula transportiert wird. 

Zum Nachweis der Expression in Thxombozyten werden gewaschene 
Thrombozyten auf mit Kollagen beschichteten Glasplattchen 
inkubiert und adharieren an diese. Alternativ konnen zu 
Kollagen beliebige andere Substanzen genommen werden, die an 
Glas oder Kunststof f oberf lachen binden und an die Thrombozyten 
binden, oder die Thrombozyten werden direkt an eine 
Trageroberf lache gebunden. Die Thrombozyten werden fixiert, 
z.B. mit 1% Paraf ormaldehydlosizng, und die Zellmembran durch 
Chemikalien, z.B. Saponin, so geoffnet, dass auch nicht 
membrangangige Substanzen (Antikorper, 

Rezeptorbindungspartner) an intrazellulare Strukturen binden 
konnen. Dann werden die Thrombozyten entweder mit einem direkt 
f luoreszenz -markierten Antikorper gegen MRP4 inkubiert, oder 
mit einem ni cht - mark ier tern Antikorper und in einem zweiten 
Schritt mit einem markierten Sekundarantikorper, der den 
Primarantikorper erkermt, z.B. Ziege anti Kaninchen FITC 
markiert. Die Lokalisation der Antikorper-Bindung wird durch 
die Koinkubation mit einem monoklonalen oder polyklonalen 
Antikorper mit bekannter Sppzifitat fur Markerp rot eine der 
Thrbmbozytengranula ermoglicht. Die Auswertung der Farb\ing 
erfolgt mit der Fluoreszenzmikroskopie . 

Alternativ werden die Thrombozyten fixiert und mit direkt oder 
indirekt Gold-markierten Antikorpern gegen MRP4 inkubiert und 
die Bindung der Antikorper an Strukturen der dichten Granula 
nachgewiesen . 
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Um die Legalisation weiter zu sichem, haben wir die Bindung 
von anti-MRP4 Antikorpern an Thrombozyten untersucht, die von 
einem Patienten mit Hermansky Pudlak Syndrom gewonnen wurden . 
Bei diesem Patienten sind die dichten Granula der Thrombozyten 
aufgrund einer genetischen Erkrankung nicht vorhanden, jedoch. 
sind die anderen Throrabozytenorganellen (alpha Granula, 
Lysosomen) erhalten. Unter Verwendung der oben beschriebenen 
Methoden zeigte sich, dass die Thrombozyten, denen spezifisch 
die dichten Granula fehlen, kein MRP4 intrazellular exprimie- 
ren, jedoch MRP 4 auf der Thrombozyten-Oberf lache. Damit ist 
die Lokalisation eindeutig gesichert. 

Fur den Immunoblot werden Thrombozyten in physiologischer 
Kochsalzlosung gewaschen, mit Standardmethoden solubilisiert 
und das Lysat auf einem Gel nach Standardmethoden entsprechend 
des Molekulargewichts aufgetrennt. Die Proteine im Gel werden 
nach Standardverfahren auf eine Nitrozellulosemembran iiber- 
fuhrt durch Anlegen eines Spannungsgradienten . Die Membran 
wird dann mit den primar oder sekundar markierten Antikorpern 
gegen MRP4 inkubiert und die Bindung der Antikorper sichtbar 
gemacht durch: Fluoreszenz, chemische Reaktion (Meerrettich- 
Peroxidase-Reaktion) oder durch radioaktive Markierung. 

Bei spiel 2 

Messung der MRP4 - Funk t ion in Thrombo zy t en-Membranen 

Die Preparation der Membranvesikel und die Transpor tmes sungen 
erfolgt in Anlehnung an _ die fur MRP1 und Kul turzellen ausfuhr- 
lich beschriebene Methode von Keppler et al . (Methods Enzymol. 
292 (1998) 607-616) . 
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Waschen der Thrombozyten 

Aus den Thrombozytenkonzentraten werden rund 30ml Fliissigkeit 
in ein Falcon- Rohrchen uberfuhrt und bei einer Zentrifugati- 
onsgeschwindigkeit von 1300xg fur 10 min bei 4°C zentrifu- 
giert. Nach AbgieSen des Uberstandes wird des Pellet in 1 ml 
Losung B (9,3 ml NaCl-Losung (0.9%), 0,5 ml Losung A (5g EDTA, 
ad 100 ml NaCl-Losung (0,9%)), 0,2 ml Rinderalbumin- Losung 
(22%) ) resuspendiert und auf ein Vo lumen von 3 0ml mit Losung B 
aufgefullt. Es erfolgt eine weitere- Zentrifugation bei 1300xg 
fur 10 min bei 4 °C. Das erhaltenen Pellet wird in 1ml 
Losung C (NaCl-Losung (0,9%) mit IxPBS pH 7,2 auf pH 6,5 
einstellen) resuspendiert und auf ein Volumen von 3 0ml mit. 
Losung C aufgefullt . Dieser Schritt wird dreimal wiederholt, 
wobei beim letzten Waschen die Thrombozyten nur resuspendiert 
werden. Die Lagerung erfolgt dann in Aliquots von lOOjxl bei 
-2 0 °C. Um die Erythrozytenkonzentration des 

Thrombozytenkonzentrates zu minimieren, wird des lockere, 
weiEe Pellet der Thrombozyten nach der ersten Zentrifugation 
mit einer Pasteurpipette abgenommen und somit von den sich 
starker absetzenden Erythrozyten getrennt. 

Zellauf schluss 
Ultraschall 

Diese Auf schlussmethode wird bei den gewaschenen Thrombozyten 
angewendet. Zu der Zellsuspension von einem Volumen von rund 
SOOfil werden die Stammlosungen der Proteaseinhibitoren Leupep- 
tin, Aprotinin und Phenylmethylsulf onylf luorid jeweils im 
Verhaltnis 1:10 00 hinzugegeben . Der Auf schluss erfolgt mit dem 
Sonopuls-Gerat in einem Zyklus von 5x10s bei einer Kraft von 
50% mit Kuhlpausen von 2 min zwischen den einzelnen Zyklen. Im 
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Anschluss erfolgt die Zentrifugation bei lOO.OOOxg fur 30 min 
bei 4°C. Das erhaltene Pellet wird in 50/xl 5mM Tris-Losung, pH . 
7,4 resuspendiert und der Proteingehalt bestimmt 

Einfrieren/Auf tauen 

Die gewaschenen Thrombozyten liegen in einer Zellsuspension 
mit einem Ge s am tvo lumen von rund 500/zl vor. Nach Zugabe der 
Stammlosungen der Protease- Inhibitoren Aprotinin, Leupeptin 
and PMSF im Verhaltnis 1:1000 erfolgt der Aufschluss durch 
Einfrieren in flussigem Stickstoff und Wiederauf tauen im Was- 
serbad bei 37°C. Dieser Zyklus wird insgesamt funfmal durchge- 
fuhrt. Im Anschluss erfolgt die Zentrifugation bei lOO.OOOx g 
fur 3 0 min bei 4°C. Das erhaltene Pellet wird in 50/xl 5mM 
Tris-Losung, pH 7,4 resuspendiert, und es wird der Proteinge- 
halt bestimmt. 

Membranpraparation 
Thr ombo zy t en 

Die durch den Zellauf schluss mit Hilfe von Einfrieren und Auf - 
tauen erhaltene Suspension ist frei von zytosolischen 
Proteinen und enthalt somit die Plasmamembranen "und weitere 
Zellorganellen, wie Mitochondrien . und Granula. Sie wird wie 
folgt zu Membranvesikeln auf gearbeitet . 

Die Membransuspension wird in den Dounce- Potter (tight) 
tiber fiihrt und mit Tx is-- Sucrose - Puffer auf ungefahr das 
doppelte .Volumen verdunnt. Anschliefiend erfolgt die Zugabe der 
Protease- Inhibitoren Leupeptin und Aprotinin im 

Volumenverhaltnis der Stammlosung zur Suspension von 1:1000. 
Diese Protease- Inhibitoren sind kompetitive Inhibitoren, 
wohingegen PMSF, was schon wahrend des. Aufschliisses zugesetzt 
wurde, irreversibel hemmt . 
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Es werden daraufhin 3 0 Potter strokes durchgef uhrt , so dass. 
ungefahr 2 strokes pro Minute erfolgen. 

Membranpraparation ohne Sucrose -Gradient 

Nach dem Homogenisationsprozess' werden zwei ■ Drittel der 
Suspension bei lOO.OOOxg bei 4°Cfur 30 min zentrifugiert . Das 
Pellet wird in einem 4mal dem Pelletvolumen entsprechenden 
Volumen an Tris -Sucrose- Puffer resuspendiert , erneut in den 
Dounce-Potter (tight) uberfuhrt und mit 20 Potter strokes 
homogenisiert . AbschlieSend wird die Suspension 20mal durch 
eine 27G-Nadel aufgezogen, urn so Membranvesikel, die 
insbesondere inside-out gerichtet sind, herzustellen. Die 
Lagerung erfolgt in fliissigem Stickstoff als 100/zl Aliquots, 

Membranpraparation mit Sucrose -Gradient 

Nach dem Homogenisationsprozess wird ein Drittel der 
Suspension auf einen Sucrosegradienten gegeben. Die 4ml 
fassenden Rohrchen, die zu dem swing- out -Rotor SW55 der 
Beckman-Zentrifuge gehoren, werden wie folgt beladen. Zuerst 
werden 1,5 ml einer 60%igen Sucrose -Losung in 5mM HEPES 7 pH 
7,4 (m/m) hineingegeben. Dann werden 1,5 ml einer 3 0%igen 
Sucrose-Losung in 5mM HEPES, pH 7,4 (m/m) hinzugegeben . Uber 
diese beiden Sucrose -Losungen werden 0,5 ml der 
Membransuspension geschichtet . Die anschlieSende 

Zentrifugation mit dem swing out Rotor erfolgt bei 200.000xg 
fur 60 min bei 4°C. 

Transportmessung 

Die Grundlage der verwendeten Methode sind .Membranvesikel , die 
durch Scherkrafte beim Aufziehen mit einer moglichst dxtnnen 
Nadel entstehen. Die Herstellungsweise der Membranvesikel 
bringt auch immer einen gewissen Anteil (rund 3 0%) an inside- 
out Membranvesikeln hervor. Das Besondere der. inside -out 
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Membranvesikel ist, dass die Membran umgekehrt zur 
Plasmamembran. ausgerichtet 1st. Ein Auswartstransporter der 
Plasmamembran wurde in einem inside-out Vesikel nach innen 
transport ieren. Da weiterhin das MRP 4 in der Plasmamembran 
vorliegt, bieten inside-out Vesikel die Moglichkeit eines 
Funkt ions tests . AulSerdem existieren in Thrombozyten und 
anderen Zellen Vesikel im Zytoplasma, die durch Abschnurungen 
der Plasmamembran entstehen und ebenfalls inside-out 
ausgerichtet sind und folglich durch Transportprozesse Stoffe 
aufnehmen konnten. 

Zu den inside-out Vesikeln wird ein Tritium-markiertes 
Substrat gegeben, was ATP-abhangig transportiert werden kann. 
Durch Messung in Gegenwart von AMP und ATP (ATP erhal tender 
Creatinkinase) wird einmal der ATP-abhangige Einwarts transport 
messbar, von dem der AMP-Wert, der Dif f usionsprozesse 
widerspiegelt , abgezogen wird. 

Die in den inside-out Vesikeln befindlichen Substanzen werden 
auf einen Filter mit einem Durchmesser von 0,22/un gegeben, so 
dass durch Waschen uberschussige Radioaktivitat entfernt wird. 
Uber Zahlung der radioaktiven Zerfalle auf den Piltern wird 
das Ergebnis detektiert (siehe Fig. 1) . 

Die Transportversuche wurden mit [ 3 H] -cGMP (Tritium-markiertes 
cGMP ) durchgef uhr t . 

Pro Ansatz werden 100/xg Protein der Membranvesikelsuspension 
mit Tris-Sucrose-Puf f er auf 55jil verdunnt. In einem zweiten 
Ansatz werden 7,5/zl Creatinkinase , 6,8/zl ATP Oder AMP und 
7,5 /zl einer [ 3 H] -cGMP-Stammverdunnung, fur die [ 3 H] -cGMP 
(1 fiCl/fil) im Verhaltnis 2:5 mit Tris-Sucrose-Puf fer verdunnt 
wird. Die Endkonzentration des [ 3 H] -cGMP entspricht 4 [iM bei 
einer Radioaktivitat von 2,7 fiC± / 75 jil. 
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Die 55 [Ml der Membransuspension und der radipaktive Ansatz 
werden gleichzeitig eine Minute bei 37 °C im Thermosphuttler 
erwarmt, bevor. man 20 jil des radio.aktiven Ansatzes . in die 
Membransuspension pipettiert und so den Transportversuch 
startet. Wahrend der Inkubation im Thermoschuttler bei 3 7°C 
werden nach 1, 10 und 20 min jeweils 20 /xl Proben gezogen. Die 
entnommen Proben pipettiert man in 1ml eisgekiihlte Tris- 
Sucrose-Losung, wobei das Gesamtvo lumen sofort auf einen 
Nitrocellulosef ilter ■ gegeben wird.. Durch Spulen mit 5 ml 
kalter Tris-Sucrose-Losung bei angelegtem Vakuum entfernt man 
die freie Radioaktivitat. Die einzelnen Filter werden in Vials 
iiberfuhrt und 10 ml Szintillationsf lussigkeit (z.B. Firma 
Roth, Zinsser) hinzugegeben. Diese Fliissigkeit wandelt die 
vorhandene Radioaktivitat in ein auswertbares Lichtsignal urn, 
welches mit dem Wallac 14 09 Liquid Scintillation counter und 
einem speziellen Tritium-Zahlprogramm als DPM (decays per 
minute = Zerfalle pro Minute) gemessen werden kann. 



Berechnung 

[ 3 H] -cGMP : 8,8 Ci/mmol = 8,8 /iCi/nmol 

1 /xCi s 2,2 x 10 6 DPM 

1 nmol S 8,8 x 2,2 x 10 6 DPM 

0,05 pmol s 1000 DPM 

Protein: 100^g / 75/zl 

26,7 fxg / 20/xl (Probenvolumen) 



bezogen auf 1 mg 
Protein 



1000 DPM = 1,87 pmol / mg 
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Beisniel 3 

Hemmung des Transports: 

Bei dem Test potentieller Hemmstof f e werden diese in 
verschiedenen Konzentrationen der Inkubation zusammen mit dem 
markierten Substrat zugegeben. Eine Identif izierung als 
Hemmstoff ist dann gegeben, wenn die Transport rate des 
markierten Substrates in Mehrf ach-Bestimmungen statistisch 
signifikant (z.B. Students T-Test) gegenuber der Kontroll- 
Inkubation ohne Hemmstoff erniedrigt ist. 

Beispiel 4 

Identif izierung von MRP4-inhibierenden Substanzen durch 
Messung der Thrombozytenf unktion 

A. Thrombozyten- Aggregation nach Born 

Die Thrombozytenf unktion nach Hemmung des MRP4 Transporters kann 
mit Thrombozyten-Aggregation nach Bom (Platelets. In: Human 
Blood Coagulation, Haemostasis and Thrombosis, 2. Ed. Biggs, 
Editor Blackwell Scientific Publications, London 1976, S. 168- 
201) gemessen werden. Dabei setzt mail Thrombozyten einen 
Thrombozyten-Aktivator zu und misst die Veranderung der 
Konzentration eines Aktivierungsmarkers . Der Versuch wird unter 
identischen Bedingungen wiederholt, wobei man die Thrombozyten 
aber mit einer zu untersuchenden Substanz in Kontakt bringt, 
bevor man den Throrabozytenaktivator zugibt. Die bei beiden 
Versuchen erhaltenen Messwerte werden verglichen, wobei die 
Substanz auf einen MRP4 -Hemmstoff hinweist, wenn die Zugabe der 
Test substanz gegenuber dem Thrombozyten- Aggregations test ohne 
Testsubstanz zu einer Verminderung des bestimmten MeSwerts 
fuhrt. 
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Nachfolgend wird das Prinzip der . Thrombozyten- 
funktionsuntersuchung mittels Aggregometrie . nach Born 
beschrieben. 

Messmethode : Turbidimetrie 

Gerat: 4-Kanal-Aggregometer „APACT 4 n (Fa. Laborgerate 

+ Analysensysteme Vertriebsgesellschaf t mbH, 
Ahrensburg, Deutschland) 

Induktoren: ADP , Kollagen, Ristocetin, Adrenalin 
Durchf uhrung : 
1 • Induktoren : 

Die Induktoren liegen als Lyophilisate vor und werden gemaS 
Angaben der -Hersteller zur Anwendung vorbereitet und konnen 
bis zum Gebrauch. in Aliquot s bei unter -2 0 °C lagern. 

Folgende Induktor-Konzentrationen (Endkonzentrationen) werden 
verwendet: ADP (2,5 /unol/1, 5 mmol/1, 10 mmol/1, 20 mmol/1) 

Kollagen (1 jug/ml, 4 /xg/ml) 

Ristocetin (0,5 mg/ml; 1,5 mg/ml) 

Adrenalin (5 fimol/1, 10 /zmol/1) 

Die Induktoren werden kurz vor Gebrauch aufgetaut, kraftig 
gemischt (Vortexer) und wahrend des Gebrauchs bei 4°C auf Eis 
gelagert (Adrenalin lagert wahrend der Durchfuhrung bei 
Raumtemperatur) . 

2. Gewinnung von plattchenreichem Plasma (PRP) und 
plattchenarmem Plasma (PPP) : 

Von einem gesunden Blutspender wird zunachst PRP mittels 
Differentialzentrifugation einer Zitrat-antikoagulierten, 
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frisch entnommenen Vollblutprobe gewonnen (20 min, 120 x g) 
Der Spender soli 10 Tage vor der Blutentnahme keine die 
Thrombozytenfunktion beeintrachtigenden Medikamente 

eingenommen haben. 

Das PRP wird in ein sauberes Poly-Rohrchen uberfuhrt und mit 
PPP desselben Spenders, welches aus PRP durch hochtourige 
Zentrifugation gewonnen wird (5 min, 860 x g) , auf eine 
Thrombozytenzahl von 300.000/jul eingestellt. Das eingestellte 
PRP wird bis zum Gebrauch bei 37 °C aufbewahrt, das Rohrchen 
wird mit Parafilm verschlossen. 



3. Gerateeinstellungen und Messung: 

a) Einstellungen am APACT 

600 sec. MeSzeit, Ruhrgeschwindigkeit 1000 rpm, Temperatur 
des Heizblockes 37 °C. 

Aufwarmzeit des Gerates ca. 10 bis 15 min.. 

b) Eichung des Gerates mit PPP 

180 fxl PPP werden mit 20 /zl 0,9 % iger NaCl-Losung pH 7,2 
in der mit einem Ruhrmagneten versehenen Kuvette gemischt, 
in den MeSkanal gestellt und gemessen (entspricht 100 % 
Lichtdurchlassigkeit) . 

c) Eichung des Gerates mit PRP 

180 fil PRP werden mit 20 al 0,9 % iger NaCl-Losung pH 7,2 
in der mit einem Ruhrmagneten versehenen Kuvette gemischt, 
in den MeSkanal gestellt und gemessen (entspricht 0 % 
Lichtdurchlassigkeit) . 

d) Messung 

Eine saubere, mit einem Ruhrmagneten versehene Kuvette 
wird erneut mit 180 /il PRP blasenfrei gefullt. Der 
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MeSkanal wird gestartet, die Aufzeichnung der Messung der 
Lichtdurchlassigkeit kann am PC verfolgt werden. Nach ca. 
1 min. wird in die PRP-gefiillte Kuvette 20 fil einer der 
o.g. Induktoren pipettiert (blasenfrei, die Kuvette nicht 
aus dem MeSkanal entfernen; darauf achten, dass der 
Induktor nicht am Rand der Kuvette hangen bleibt I ) . Der 
Verlauf der Kurve wird kontinuierlich auf gezeichnet . Die 
Lichtdurchlassigkeit (%) des PRP steigt mit der Zunahme 
der aggregierten Thrombozyten uber die Zeit an. 

Die Kuvette wird nach Ende der MeSzeit aus dem MeSkanal 
entfernt. Die Messungen werden dann, wie unter b) bis d) 
beschrieben, fur jeden weiteren Induktor wiederholt. Zur 
Messung der Spontan-Aggregation der Thrombozyten werden 
ans telle des Induktors 2 0 ixl physiologische NaCl-Losung in 
das PRP pipettiert und die Messung durchgef uhrt . 

4 . Qualitatskontrolle : 

Die Messung der Funktion der Thrombozyten eines gesunden 
Normalprobanden dient als Kontrolle der Beschaf f enheit der 
Induktoren und der Funktionstiichtigkeit des Aggregometers . Die 
Messung der Thrombozytenfunktion von z.B. Probanden mit V.a. 
Thrombozytopathie erfolgt anschlieSend. 

Die zu untersuchenden, potent i el. len MRP4- Inhibitor en werden - 
wie oben erwahnt - . den Kiivetten vor Zugabe der jeweiligen 
Induktoren zugesetzt. 

Zur Untersuchung, ob die zu untersuchende Substanz spezifisch 
auf das MRP4 Transport erprotein wirkt, werden die in Beispiel 3 
beschriebenen Vesikel-Transportstudien durchgef uhrt . 
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B . Expression von Aktivierungsmarkern in der Durchlufizy tome trie 
Die Thrombo zy t enf unkt ion nach Hemmung des MRP4 Transporters kann 
ferner durch Expression von Aktivierungsmarkern (z.B. PAC-1, CD 
63, P-Selectin) in der DurchluSzytometrie bestimmt werden. 

Die Durchf lusszytometrie stellt ein Verfahxen zur 
Charakterisierung von Zellen anhand der GroSe und Granularitat 
dar. Sie dient daruber hinaus der qaantitativen Bestimmung von 
Oberf lachenmolekiilen und intrazellularen Proteinen mit Hilfe 
von Fluoreszenz-markierten Antikorpern. 

Die markierten, in Suspension vorliegenden, Zellen werden 
einzeln an einem Argonlaser vorbeigefiihrt (vgl. Fig. 2) . Das 
daraus result ierende Fluoreszenz- und Streulicht wird von 
verschiedenen Fotodetektoren erf asst. Das von der Zelle in 
Richtung des Laserstrahls gestreute Licht wird vom FSC-Detektor 
(Forward Scatter, FSC) aufgenommen und gibt Auskunft \iber die 
GroSe der gemessenen Zelle. Das Seitwartsstreulicht {Sideward 
Scatter, SSC) korreliert mit der Granularitat der Zelle. Uber 
verscbiedene weitere Detektoren werden zusatzliche Eigenschaf ten 
der Zellen, wie zum Beispiel die Expression eines oder mehrerer 
Oberf lachenmolekule, registriert. Fur jede einzelne Zelle wird 
die Intensitat und Farbe der Fluoreszenz von 'einem Computer 
erfasst Die Signale der Fotodetektoren werden uber 
Fotomultiplier verstarkt. Die Analyse der entsprechenden Daten 
erfolgt mit Hilfe des Computer- Pro^ramms WinMDI 2,8. 

Aktivierte und ruhende Thrombozyten unterscheiden sich 
morphologisch voneinander. Aktivierte Thrombozyten zeichnen 
sich durch die Bildung von Mikropartikeln und grofien 
Thrombozytenaggregaten aus, was zu einer Verschiebung der 
Thrombozyten im FSC / SSC fuhrt (Matzdorff et al. 1998, J. 
Lab. Clin. Med. 131 (6) : 507-17) . 
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Ruhende Thrombozyten zeigen hingegen eine einheitliche GroSe 
und bilden daher eine. definierte Punktwolke bei JBetrachtung 
von GroSe und Granularitat im Durchf lusszytometer . Neben der 
Veranderung . der .Form ' der Thrombozyten kommt es zur 
Oberf lachenexponierung von P-Selektin. 

Zur Fixierung werden 100 fil Thrombozytensuspensipn in 1 ml 
Formaldehydlosvmg pipettiert . Nach zwei Stunden bis maximal 
vier Tagen werden die Thrombozyten fur die Farbung zweimal mit 
FACS-Flow gewaschen (1700 x g, 5 min) . Das Pellet wird in 
500 fLl FACS-BSA-Gemisch resuspendiert und 25 jjl! der Probe mit 
10 ill Antikorper (P-Selektin, Maus, unmarkiert) fur 30 min bei 
Raumtemperatur im Dunk e In inkubiert. AnschlieSend wird der 
Ansatz einmal mit FACS-Flow gewaschen. Nach Absaugen des 
Uberstandes werden 10 fil Sekundarantikorper (anti-Maus, FITC- 
markiert, 1:30 verdiinnt) zu den Thrombozyten gegeben. Die 
Proben werden bei Raumtemperatur 3 0 min im Dunkeln inkubiert. 
Fur die Messung werden die Thrombozyten einmal gewaschen und 
dann in 1 ml FACS-Flow aufgenommen . 

Die Messungen erfolgen analog der Untersuchung der Thrombozy ten- 
Aggregation xiach Born (s. unter A) durch Thombozytenaktivierung 
jeweils im Vergleich mit und ohne zu untersuchende Substanz, 
wobei die Substanz auf einen MRP4-Hemmstof f hinweist, wenn die 
Zugabe der Testsubstanz gegenuber dem Messung ohne Testsubstanz 
zu einer g e ringeren Thrombozyt enakt ivierung und damit zu einer 
Verschiebung des FSC /SCC-Verhaltnisses in Richtung FSC fuhrt. 

Zur Untersuchung, ob die zu untersuchende Substanz spezifisch 
auf das MRP4 Transport erprote in wirkt, werden die in Beispiel 3 
beschriebenen Vesikel-Transportstudien durchgef uhrt . 
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C, Lumiaggregometrie 

Die Thrombozytenfunktion nach Hemmung des MRP4 Transporters kann 
ferner durch Lumiaggregometrie bestimmt werden. Dabei misst 
man die Freisetzung von ADP/ATP in der Lumiaggregometrie 
mittels Luciferin-Lucif erase Test (vgl. Mondbro et al., Blood 
96 (2000) 2487-2495 sowie White et al . , Thromb. Haemost. 67 
(1992) 572) . 

Die Messungen erfolgen analog der Untersuchung der Thrombozyten- 
Aggregation nach Bom (s. unter A) oder der DurchluSzytometrie 
(vgl. unter B) durch Thombozytenaktivierung jeweils im Vergleich 
mit und ohne zu untersuchende Substanz, wobei die Substanz auf 
einen MRP4-Hemmstof f hinweist, wenn die Zugabe der Testsubstanz 
gegenuber dem- Messung ohne Testsubstanz zu einer geringeren 
Thrombozytenaktiviearung und damit zu einem geringeren 
Lumineszenzwert fuhrt. 

Der Versuch wird unter identischen Bedingungen wiederholt, wobei 
man die Thrombozyten aber zuvor mit einer zu untersuchenden 
Substanz in Kontakt bringt. 

Die bei beiden Versuchen erhaltenen Messwerte werden verglichen, 
wobei die Substanz auf einen MRP4-Hemmstof f hinvteist, wenn die 
Zugabe der Testsubstanz gegenuber der Lumiaggregometrie ohne 
Testsubstanz zu einer Verminderung der Freisetzung von ADP/ATP 
fuhrt. 

Zur Untersuchung, ob die zu untersuchende Substanz spezifisch 
auf das MRP4 Transporterprotein wirkt, werden die in Beispiel 
3 beschriebenen Vesikel- Transports tudien durchgef uhrt . 
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Patentansprtiche : 

1. Verwendung eines Inhibitors des Multidrug - 
Resistenzproteins 4 (MRP4) in Thrombozyten zur Behandlung 
und/oder Prophylaxe kardiovaskularer Erkrankungen. 

2 . Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dass 
die Behandlung und/oder Prophylaxe kardiovaskularer 
Erkrankungen die Therapie, Primarprophylaxe und/oder 
Sekundarprophylaxe von akut em Coronar syndrom , Angina 
Pectoris, Herzinfarkt, Schlaganfall oder peripherer 
arterieller Verschlusskrankheit vor, wahrend und nach 
Stentimplantation in GefaSe ist. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Wirkstoff ein- Peptid, ein Peptidanalogon oder 
ein Peptidomimetikum ist, 

4 . Verwendung nach den Anspruchen 1 bis 3 , dadurch 
gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Cyclooxygenase- 
Inhibitor ist . 

5. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Cyclooxygenase- Inhibitor ein nicht-steroidaler, 
anti inflammatorischer Wirkstoff ist. 

6. Verfahren zur Identif izierung einer Substanz, die das 
ADP-Transporterprotein ' MRP4 in Thrombozyten hemmt, 
dadurch gekennzeichnet, dass man 

a) die zu untersuchende Substanz mit Thombozyten in 
Kontakt bringt, einen Thrombozyten- Aktivator zugibt 



23 

und man die Veranderung der Konzentration eines 
Aktivierungsmarkers im Vergleich zu aktivierten 
Thrombozyten misst, die nicht mit der . zu 
untersuchenden Substanz in Kontakt gebracht werden, 
und man 

b) in MRP4-enthaltenden Membran-Vesikeln oder Granula, 
die man ebenfalls mit der zu untersuchenden Substanz 
in Kontakt bringt, die Veranderung der Radioaktivitat 
von auf genommenem [ 3 H]cAMP oder [ 3 H]cGMP im Vergleich 
zu Membran-Vesikeln oder Granula misst, die nicht mit 
der zu untersuchenden Substanz in Kontakt gebracht 
werden, 

wobei die Substanz das ADP-Transporterprotein MRP4 in 
Thrombozyten hemmt, wenn die Substanz in a) und b) jeweils 
zu einer Verminderung des bestimmten Messwerts f uhrt . 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet , dass 
man a) und b) in beliebiger Reihenfolge durchfuhrt. 

8. Verfahren zur E[erstellung einer pharmazeutischen 
Zusammensetzung zur Behandlung und/oder Prophylaxe 
kardiovaskularer Erkrankungen, dadxurch gekennzeichnet, 
dass man ein Verfahren nach Anspruch 6 oder 7 durchfiihrt 
und man die identif izierten Substanz en mit pharmazeutisch 
akzeptablen Hilfs- und/oder Tragerstof f en formuliert. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Behandlung und/oder Prophylaxe kardiovaskularer 
Erkrankungen die Therapie, Primarprophylaxe und/oder 
Sekundarprophylaxe von akutem Coronar syndrom, Angina 
Pectoris, Herzinfarkt, Schlaganfall oder peripherer 
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arterieller* Verschlusskrankheit vor, wahrend und nach 
..Stentimplantation in GefaSe ist. 

10., Verwendung einer nach einem Verfahren der Anspruche 6 
und 7 identif izierten Substanz zur Behandlung und/oder 
Prophylaxe kardiovaskularer Erkrankungen . 



11. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , dass 
die Behandlung- und/oder Prophylaxe kardiovaskularer 
Erkrankungen die Therapie, Primarprophylaxe und/oder 
Sekundarprophylaxe von akutem Coronar syndrom, Angina 
Pectoris, Herzinfarkt, Schlaganf all oder peripherer 
arterieller Verschlusskrankheit vor, wahrend und nach 
Stentimplantation in Gefafie ist. 




Besttmmung des 
vesikel- 
assoziierten 
Substrates 



Fia. 1; Prinzip der Transportmessung mit 
Membranves ikeln 



inside -out 




Fiaur 2; Aufbau eines Durchf lusszytometers (vereinf achte 
schematische Darstellxing) 



i 



Zusammenf assung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von 
Inhibitoren des Multidmg-Resistenzproteins 4 (MRP4) in 
Throtnbozyten zur Behandlung und/oder . Prophylaxe 

kardiovaskularer Erkrankungen . 



